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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
1928年Heitzは 、光学顕微鏡 を用いて、苔植物細胞 のフオイルゲン染色 により形 態的に
異 なる2種 類のクロマチンが核 内に存在す ることを示 した。核 内で分散 して存在 している
大部分のク ロマチンと、分裂間期でも高度 に凝縮 した構造 を維持 している一部のクロマチ
ンである。前者をユウクロマチ ン、後者をヘテ ロクロマチンと呼んだ。ヘテ ロク ロマチン
は高等動植物の細胞核 内にも広 く存在するがそのクロマチン凝縮の機構 は、まだ解明 され
ていない。
哺乳類や鳥類の性染色体 であるY及 びW染 色体は、C一 バンディング法 によ りそのほぼ
全域が濃染 され る、典型的 なヘテ ロク ロマチンで ある。C一 バンデ ィング法で濃染 され る
クロマチ ン部位 には高度に反復 したDNA配 列が存在する。 このような反復DNAに 結合す
るタンパ ク質がヘテ ロクロマチ ンの形成 に関与 していると予想され るが、最近そのよ うな
タンパク質がい くつか知 られるようになった。
シ ョウジ ョウバ土で見出されたヘテ ロクロマチン結合タンパク質(HP1)は 、その遺伝
子 の変異 によ り斑入 り位置効果(posi廿onef5ectvahegation以 下、PEV)の 抑制が起 こる こ
と、多糸染色体上ではβヘテロクロマチンに局在が示 され ることから、ヘテ ロク ロマチン
構築 と近接する遺伝子の不活化 に関わ るもの と推定され ている。またHP1は 、動物か ら植
物まで広 く発現が認め られるクロモ ドメイ ンとよばれる部位を持ってお り、この ドメイン
の機能 についての研究も進め られている。
前述 した ように構成ヘテロクロマチ ンは高度反復DNAを 含んでいる。 これまでに著者
の所属す る研究室において、ニワ トリのWヘ テロクロマチンがXhoIフ ァ ミリー(0.7kb及
び1.1kb反 復 単位 が それぞれ約14,000回 、6,000回 反復/ゲ ノム)と.EcoRIフ ァ ミリー
(1.2kb反 復単位が約4,000回 反復/ゲ ノム)と い う2種の高度反復DNAで 構成 されている
ことが示 されてい る。両反復DNAと も約21bpの 内部繰 り返 し単位 が縦列反復:してお り、
各繰返 し単位 中には比較的G+Cに 富む6.～7bpを 挟んで(A)3・5と(T)36ク ラスターが 存在 し
この周期がDNA2重 らせんのピッチに近 い周期性をもっているため溶液 中で著 しい湾曲構
造を とる。wedgeモ デル に基づ くコンピュータ解析 により、両配 列 ともソレノイ ド様 の構
造 をとるこ とが推定されている。また両配列中のCpG配 列は高頻度に出現 し、高度 にメチ
ル化され ている。著者は、博士前期課程 においてこれ ら両配列のクロマチン構造 の解析 を
行い、両 クロマチ ンは基本的にヌク レオソーム構 造を とるがその リンカーDNAは 通 常の
ヌク レオ ソー ムより約20bp長 く、何 らか のタンパ ク質に よる保護 を受 けている可能性が
推定 され た。 さらに、単離核 のHaeIII消 化 と遊離ク ロマ チンの50mM-NaCl沈 殿 に よ り
X加1フ ァ ミリー クロマチ ンを約6倍 濃縮 し、その画分 中にXカoIフ ァ ミ リー配列(湾 曲
DNA)に 高 親和性をもつ タンパ ク質 を数種 検出した。 今までのヘテ ロクロマチ ンの分 子
構 築に関す る研究 の結果、脊椎動物における構成ヘテ ロクロマチンの形成 にはDNAの 反
復性 に加えて、湾曲性のような構 造的特徴、 メチル化、ヌク レオソーム のphasingな どが
基礎 とな ってい ると推定 される。著 者は、Wヘ テ ロク ロマチンは、第1段 階 として両反復
ファ ミ リーのDNA塩 基配列自体 の特 徴 とリンカー部位へ のタンパク質 の結合に より規則
的な ヌク レオ ソームの形成が生 じ、2段 階 目として湾 曲DNA結 合 タンパ ク質 、メチ ル化
DNA結 合 タンパ ク質な どが反復 集積するこ とにより,ヘ テ ロクロマチン特異的なクロマ





















縮 し、最終的にHP1様 タンパク質や核骨格結合タンパク質 によ り、 より高次のヘテ ロクロ
マチン化 とヘテ ロク ロマチンの核 内配置な らび に構造維持が行われる とい うモデルを考え
ている(Fig.1)。
本研究 では前述 のWヘ テ ロクロマチ ン濃縮画分 中に検 出された湾曲DNA結 合タンパク
質の主要成分である96kDaタ ンパク質 を精製 し、そのcDNAク ローニングにより、タンパ
ク質の同定を行 うこと、間接蛍光抗体法 と蛍光∫η5ご∫〃＼イブ リダイゼーシ ョン(FISH)を
組み合わせ ることによ りWヘ テ ロクロマチ ンへの局在性を解析すること、 さらにDNA一 タ
ンパク質間相互作用 を解 析 し、Wヘ テ ロク ロマチンの分子構築へ の関与を明かにするこ と
を目的 とした。
第2章2種 のp96成分の精製ならびに部分ア ミノ酸配列の決定
前述 したように博士前 期課程 において、筆者は、ニ ワ トリMSB-1細 胞か らWヘ テ ロクロ
マチンが約6倍 濃縮 された クロマチ ンを得て、その中に、い くつかの湾 曲DNA結 合タンパ
ク質 を検 出した。本研究ではそれ らのなかで、主要 な成分である、96kDa成 分(p96)に
注 目し、X血oIフ ァミ リー配列を プローブ と したサ ウスウエスタンブ ロッ トを指標に して
精製を行 ったb
MSB-1細 胞 より核を単離 し、マイ クロコ ッカルヌクレアーゼ消化 と2mMEDTAに よ り、
クロマチンを抽出した。そのクロマチンをハイ ドロキシアパタイ トカラムクロマ トグラフ
ィーに供 し、4画 分(H1画 分、H2A12B画 分、H3/4画 分、DNA画 分)『に分画 した。p96は 、
H2!》2B画 分(以 下、H2A/2B-p96)とDNA画 分(以 下、DNA-p96)に 分画された。次に、
フェニルセファロースクロマ トグラフィー、HiTrapSP(Pharmacia)ク ロマ トグラフィー
によ り、H2A/2B-p96を 精 製した。 また、DNA-p96は 、 これ ら2種 の カラムとさらに、
HiTrapSPカ ラムに再度供す ることによ り精製 した(Fig2a,b)。
次に部分ア ミノ酸配列 の決定を行った。それ ぞれの精製画分をSDS-PAGEで 分離 した
後、PVDF膜 に転写 し、クマシーブ リリアン トブルー による染色を行い、.目的のバン ドを
切 り出 した。 リジルエ ン ドペプチダーゼ消化によ り膜 より溶出されたペプチ ドをSuperPac
pep-S(Ph撮macia)逆 相ク ロマ トグラフィー に供 し、分離 したペプチ ドのア ミノ酸 配列を
ペプチ ドシークエンサー(ABI473A)に より決定 した。決定 したア ミノ酸配列の相 同性
検索を行った結果 、H2A/2B-p96はDNAト ポ イ ソメ ラーゼ1で あ ること(Fig3)、DNA-
p96は ヌク レオ リンであること(Fig4)が 推定 された。また、精 製 したH2A12B-p96に は、
DNAト ポイ ソメラーゼ1の 酵素活性 が検出 され たが、DNA-p96に は検 出され なか った
(Fig2c)o
第3章 ニワ トリのDNAト ポイソメラーゼ1な らび にヌクレオ リンに対す る抗体の作製
それぞれ の精製タンパ ク質をBALBた マウスに約1週 間おきに免疫 し、ポ リクローナル抗
体 の作製を行った。抗血清を用いて精製画分 に対 しウエスタンブ ロッ トを行い、反応の特
異 性 を確 認 した 。す な わ ち、DNAト ポ イ ソ メ ラー ゼ1活 性 を 示す 精 製 画分 のp96






































































































血清で は検 出 され なか った(Fig2d>。 また、 ヌク レオ リンの精製画分にお いて、P96
(DNA.P96)は 抗ヌクレオ リン抗血清に より検出され、抗DNAト ポイ ソメラーゼ1抗 血清
では検出され なかった(Fig2e)。
第4章 ニ ワ トリDNAト ポイソメラーゼ1のcDNAク ローニングと全塩基配列の決定
ニワ トリDNAト ポイソメラーゼ1の 決定 した部分ア ミノ酸配列より、degeneratepdmerセ
ッ トを合 成 した。 このプライマーを用いて、ニワ トリMSB-1細 胞のcDNAに 対 して、RT-
PCRを 行った。得 られ たPCR産 物を プローブ として、ニ ワ トリMSB-1細 胞由来のポ リ
(A)+RNAか ら合 成 した λ一gtllcDNAラ イブ ラリー(著 者の所属する研究 室の津 田が作製
した もの)を スク リーニング した。 こ うして得 られたcDNAク ロー ンをpBluescriptベ クタ
ーに組み込んでジデオキシ法 による塩基配列の解析を行 った。その結果、全長3862ヌ クレ
オ チ ド、766ア ミノ酸 をコー ドするcD辱Aク ローンが得 られた(Fig3)。 他種 のDNAト ポ
イ ソ メ ラ ー ゼ1と の ア ミノ 酸 レベ ル で の 相 同 性 は 、 ヒ ト、 マ ウ ス 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 、
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第5章 ニワ トリのヌクレオ リンcDNAの クローニング
ニワ トリMSB-1細 胞由来のポ リ(A)+RNAか ら合成 したλ一gtllcDNA発 現 ライブ ラリー を
抗 ヌクレオ リン抗血清を用 いて抗体反応に よるスク リーニングを行 った。得 られたcDNA
クロー ンの約2.6kbの 両末端部位 と、石ODRIで 切 り出される0.8kb断 片の両末端部位の塩基
配列 を決定 した。それ らの配列は報告 され てい るニワ トリヌクレオ リンのcDNA(2576ヌ
クレオチ ド)中 の配列 と一致 した(Fig4)。
第6章DNAト ポイ ソメラーゼ1な らび にヌクレオ リンのWヘ テ ロク ロマチンの局在性
の解析
雌ニ ワ トリ胚由来の繊維 芽細胞を用いて、間接蛍光抗体法 によ りDNAト ポイ ソメラー
ゼ1あ るいはヌクレオ リンの細胞内局在 を観察 し、 同時に石oσRIフ ァ ミ リー配列 をプ ロー
ブ とした蛍光 加5枷 ハイブ リダイゼーシ ョン(FISH)法 を行い、Wヘ テロクロマチンへ
の局在性を調べた。
その結果、DNAト ポイソメ ラーゼ1は核全体に局在 しているが、強 く染まる斑点がい く
つか存在することがわかった。興味深いこ とに、い くつかの細胞 においてその斑点の局在
がwヘ テ ロクロマチンの局在 と一致 した(Fig5)。
また、ヌクレオ リンは既に報告されてい るように核小体に大部分が局在することが観察
された。 しか し、核小体以外の核内に小斑点状 のシグナルが観察 される ことがあ り、この
小斑点状のシグナルの1つ は、wヘ テロクロマチ ンの局在 と多 くの場合一致 した(Fig6)。
第7章Xhol及 び融)RIフ ァ ミリーDNAとDNAト ポイソメラーゼ1、 ヌクレオ リンの
相互作用の解析
(1)DNAト ポイソメラーゼ1とDNAの 相互作用
DNAト ポイソメラーゼ1のDNA結 合性 の解析 をサウスウエスタンブ ロッ ト法を用い、競
合実験 によって調べ た。大腸菌DNAで 結合を競合 させ るとコン トロールの1kb断 片プロー
ブの方 が低濃度 の大腸菌DNAに より競合 され 、石ooRIフ ァミ リープ ローブ に対 する親和
性がよ り大 きいことが示された(Fig7)。
DNAト ポイソメラーゼ1に よるXねoIフ ァミリー、EoσRIフ ァ ミリー配列 中の切断部位を
DNAト ポイソメラーゼ1とDNAのcleavablecomplexの 形成過程で反応を阻害するカンプ ト
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(2)ヌ クレオ リン とDNAの 相互作用
ヌクレオ リン とXholフ ァ ミ リー配列の結合性 をゲル シフ トァ ッセ イを用いて調べた。
その結 果、ヌクレオ リン量に依存 してシフ トが増大 したことよ り、Xholフ ァミリー配列
にヌクレオ リンが協調的に結合することが考 えられた(Fig9)。
さらに、大腸菌DNA、 ボブホワイ トウズ ラのBamHIフ ァ ミリー(A、Tク ラスターは存
在す るが湾曲DNAで はない)、XhoIフ ァ ミリー、EのRIフ ァ ミリーを用いて、競合実験
を行った。その結果、.XhoIお よびEσoRIフ ァ ミリー配列 に比較的親和性が 大きいこ とが
示された(Figlo)。
申た、2本 鎖DNAのGC塩 基対にインターカ レー トす るactinomycinDま た はA+Tに 富む
minorgrooveに 結合す るdistamycinAの 存在下でゲル シフ トァッセイを行った。ヌク1/オ リ
ン濃度が低い条件 下(ヌ クレオ リン:DNA=5:1)に おいて、distamycinAに より結合が
阻害 された。ヌクレオ リン濃度が 高い条件下(ヌ クレオ リン:DNA=50:1)で は若干の
シフ トの減少が 見られたのみであった(Fig11)。 この結果 より、ヌクレオ リンは低濃度で
は主 として.Xholフ ァ ミリーのAま た はTク ラスターに結合するが、高濃 度ではDNA依 存
性の低い協調的結合をするこ とが示唆 された。
次に、0.7kb-X肋1フ ァミリー配列を結合 させた磁気 ビーズを用 いてヌク レオ リンとの相
互作用 の解析 を行 った。32P標識 したX血oIフ ァ ミリー配列と、ヌクレオ リン と非放射性の
XhoIフ ァミリー結合磁 気ビーズを インキ ュベ ー トした後 、磁気 ビーズを回収 した。その
結果、ヌクレオ リンの存在 に依存 して放射 ラベルされたX血oIフ ァミリーDNAが 回収 され、
ヌクレオ リンがXholフ ァミリーDNA間 を橋渡 しする可能性が示 され た(Fig12)。





































































本研究 はWヘ テロク ロマチ ンの構築 に関わる と考え られ る湾曲DNA結 合タンパ ク質 の
同定を 目的 とした・.Wヘ テ ロク ロマチンの濃縮画分 中に検 出され る120kDaの 湾曲DNA結
合成分 は著者の所属す る研究室の島田によりhnRNPのUprotein(MAR結 合タンパク質で
もある)で あるこ とが 明か となっていた。そこで著者 は、比較的湾曲DNAに 親和性が強
く、濃 縮画分中 の主要 なDNA結 合タ ンパク質 である96kDa成 分の精製 と同定を行 った。
その結果、96kDa成 分 は2種 の タンパク質、DNAト ポ イソ メラーゼ1お よび ヌクレオ リン
か らなることが明 らか になった。
DNAト ポイソメラーゼ1は ヌクレア ーゼ とリガーゼ活性を合わせ持ち、ATP非 存在 下で
環状2本 鎖 の トポ ロジーの変化 を触媒する酵素である。そ して、原核及 び真核生物 に広 く
分布 しDNAの 複 製、転写、組み換えなどDNAの 構造変化 に広 く関わ る酵素である。 また
細胞 核内 に比較的高濃度(105～106分 子/核)に 存在 する ことが 明 らか となってい る。
1985年 に出芽酵母、分裂 酵母か ら トポイ ソメラーゼ1の 遺伝子が クローニ ングされ、その
後 ヒ ト、マウス、ハムスター、 シ ョウジ ョウバエでcDNAク ローニングが行われた。酵母
か らヒ トまでその基本構造は極 めてよく似てお りア ミノ酸配列のホモ ロジーは40～50%で
ある。特にヒ ト、マ ウス、ハムスターの哺乳類間では、96～97%と い う非常に高い保存性
が示 され ている。本研究で決定 したニワ トリの トポイソメラーゼ1も ヒ ト、マウス とのア
ミノ酸 レベルでのホモ ロジーは90%以 上であ り、哺乳類 と鳥類において も非常に保存性が
高い ことが明らか になった。
細胞内では、核小体に局在 し、 リボソーム遺伝子の転写 に関与 している と言われ ている。
しか し、その局在性は厳密ではない ようであ る。核小体のみに存在するのではな く核 内に
斑点状に存在す ることや、特に核小体への局在が見 られずに核内に不均一 に存在 している
例、またセ ン トロメアのヘテ ロクロマチンに局在 している例なども報告 されている。本研
究においても、DNAト ポイソメラーゼ【は核内に不均一 に局在 している ことが示された。
さ らに、い くつかの細胞 においてWヘ テロク ロマチンの局在部位 と」致 したことは、例え
ば、細胞周期の ある時期 においてヘテ ロク ロマチンの構築にDNAト ポ イソメラーゼ1が 関
与 していることを予想させ る。高度に凝縮 したヘテロク ロマチンの構築やその脱凝縮 の際
にはDNAの トポ ロジ ーの変化が大きい と考 えられ、エネルギーを必要 としないDNAト ポ
イソメラーゼ1の 関与 は十 分に考え られ る。XhoIフ ァ ミリー、BooRIフ ァ ミリー両配列中
にはDNAト ポイソメラーゼ1に 認識される部位がい くつか存在することもWヘ テ ロクロマ
チ ンの構築 にDNAト ポイソメラーゼ1が 関与す ることを支持するものである。
ヌクレオ リンは核小体 の主要 なタンパ ク質成分であ り、おそ らくリボ ソーム遺伝子の転
写制御や リボソームの形成に機能す ると考え られ ている。さらに核 と細胞質間をシャ トル
し、 リボ ソームの タンパク質 の核移 行にも関与す ることが示唆され ている。また 、pre-
rRNA、 クロマチ ン、pre-ribosome、 核小体マ トリックスとの相互作用が示 されている。
以上の ように、ヌクレオ リンはリボ ソームの生成 と核 小体の構築にはた らく多機能タンパ
ク質 と考 えられ ているが、ご く最近では核マ トリックスに親和性のあ るDNA配 列(MAR)
に結合す ることが1ηv伽oの 実験で示 されている。また、マイクロコッカルヌクレアーゼ
消化によ りヌクレオ ソームのモノマー、ダイマー、 トライマーなどと挙動を共にす ること
や、N末 にHMG-Iikeド メインがあること、H1ピ ス トン と相互作用す る ことな どが報告 さ
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れ てお り、クロマチンの高次構造形成に関与する可能性 も考え られ る。本研究において、
湾 曲DNAに 親和性が示されたこと、 これ らのDNA鎖 間を橋渡 しす る可能性があるこ と、
高濃度 ではDNAへ の結合が協調的であるこ と、 さらにWヘ テ ロクロマ チンへの局在が見
られ たこ とは、Wヘ テ ロクロマチンの構築に機能 している可能性を強 く示唆するものであ
る。
筆者 らが考 えているWヘ テ ロクロマチン形成モデルでは構築 に関与す るタンパク質は多
種 であ る。特に湾曲DNAが 形成するヌクレオ ソームファイバーか ら次 の段階のク ロマ チ
ン高次構造形成に関与するタンパク質の同定が重要である。そのようなタンパク質が持つ
性質 としては、本研 究の目的 とした湾曲DNAに 親和 性を持つ もの、 メチル化CpG結 合性
を持つ もの、'リンカーDNAに 結合するものが候補 となる。湾 曲DNAに 親和性を もつタン
パ ク質 の候補 は96kDa成 分 の他にもまだい くつか存在 している。 これ らのなかにも重要 な
機能 を担 っているタンパク質があるか も知れない。
本研 究で、分子量的に区別の出来 ないDNAト ポイソメ ラーゼ1と ヌク レオ リンにそれ ぞ
れ特異的な抗体を作製、利用す ることにより、Wヘ テ ロク ロマチンの構築 に両タンパク質
が関与す ること、特にこれまで核小体特異的 と考 えられていたヌクレオ リンの機能がヘテ
ロクロマチン形成にも及ぶ ことを示 したことは、ヘテ ロクロマチンの分子構築の研究上、
注 目すべ きことと考えられ る。
要約
1)ニ ワ トリWヘ テロク ロマチ ンの濃縮画分 中の96kDaの 湾曲DNA結 合タンパク質 の精製、
cDNAク ローニング、ポ リクローナル抗体の作製を行い、DNAト ポイ ソメラーゼ1な ら
びにヌク レオ リンの2成 分か らなることを明かに した。
2)間 接 蛍光抗 体法 とFISHを 併用することにより核内でDNAト ポイ ソメラーゼ1の 局在が
Wヘ テロク ロマチンの局在 と一致する例を示 した。
3)ヌ ク レオ リンについて2)と 同様 の局在部位の解析を行い核小体以外に見られる小斑点
状の シグナルの1つ が、Wヘ テ ロクロマチンの局在 と一致す ることを示 した。
4)精 製 したDNAト ポイ ソメラーゼ1がWヘ テロク ロマチ ンの勘ol、EooRIフ ァミ リー配
列 中の特定部位を認識 して反応することが分かった。
5)ヌ ク レオ リンがXhoIフ ァミ リー配列中のAお よびTク ラスターに結 合 し、高濃 度下で









論 文 審 査 の 要 旨
ヘ テ ロ ク ロマ チ ン は動 ・植物 細 胞 の 分裂 間 期 の核 内に広 く見 られ る高 度 に 凝 縮 した ク ロマ チ ン
構 造 で あ るが そ の分 子 構 築 は 明 らか に され て い な い。 本 研 究 は ニ ワ トリのW染 色 体(雌 特 有 の性
染 色 体)が 核 内 で形 成 す る顕著 な ヘ テ ロ ク ロマ チ ン ボデ ィ ー(Wヘ テ ロク ロマチ ン)を 対 象 と し
て,そ の分 子 構 築 をDNA一 タ ンパ ク質 相互 作 用 の面 か ら追 求 した もの で あ る。
Wヘ テ ロク ロマ チ ンの構 成DNAはXhoIフ ァ ミ リー,EcoRIフ ァ ミ リー と呼 ば れ る 湾 曲構 造
を とる高 度 反 復 配 列 で,こ れ らがW染 色 体DNAの 約65%を 占め て い る。 著 者 は 博 士 前 期 課 程 で
雌 ニ ワ トリの脾 臓 由来 の培 養 細 胞MSB-1の 単 離核 か らXhoIフ ァ ミ リー を含 む ク ロマ チ ンを
数 倍 程 度 濃縮 し,こ の画 分 中に 数 種 類 の 湾 曲DNAに 親 和 性 を示 すDNA結 合 タ ンパ ク質 を見 い 出
だ した 。 本研 究 で は これ ら の中 の 主 要 成 分 で あ る分 子 量 約96,000の タ ンパ ク質(p96)に 着 目 し
て,そ の性 質 を 明 らか に した 。
先 ず,p96のXhoIフ ァ ミリーDNAに 対 す る高 親 和 性 を 指標 と して,MSB-1細 胞 の可 溶 化
ク ロマ チ ン画 分 か ら ヒ ドロキ シ アパ タイ トや イ オ ン交 換 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ ーを組 み合 わ せ
て タ ンパ ク質 の精 製 を 行 った。 そ の結 果,p96は ヒ ドロキ シア パ タ イ トカ ラ ムで 明 確 に 分離 され
る2種 類 のDNA結 合 タ ンパ ク質 か らな る こ とが判 明 した 。 次 に,そ れ ぞれ の タ ンパ ク質 の 部 分
ア ミノ酸 配 列 を 決 定 し,特 異 的 な ポ リク ロー ナル 抗 体 を マ ウス で作 製 した 。
部 分 ア ミノ酸配 列 に基 づ い て合 成 したDNAプ ライ マ ー を用 い てMSB-1細 胞 のcDNAに 対 し
てRT-PCRを 行 い,cDNAフ 。ロ ー ブを得 た。MSB-1細 胞 のcDNA発 現 ラ イ ブ ラ リー を こ の
cDNAフ.ロ ー ブあ る い は抗 体 反 応 に よ リス ク リー ニ ン グ し て,こ れ ら の タ ンパ ク質 のcDNAク
ロー ンを 取得 し,塩 基 配 列 を 決 定 した 。 そ の結 果,こ れ ら2種 の タ ンパ ク質 はDNAト ポ イ ソ メ
ラ ーゼ1と ヌ ク レオ リ ンで あ る こ とが 分 か っ た。 そ して,雌 ニ ワ ト リ胚 由来 の繊 維 芽 細 胞 に 対す
る間 接 蛍 光抗 体 法 とEcoRIフ ァ ミリーDNAプ ロー ブ に よ る蛍 光insituハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ
ンを組 み合 わ せ て,こ れ らの 両 タ ンパ ク質 が細 胞 周 期 の 一 時期 に はWヘ テ ロク ロマ チ ンに局 在 す
る こ とを示 した 。精 製 したDNAト ポ イ ソメ ラ ーゼ1がXhoI,EcoRI両 フ ァ ミ リー配 列 中 の特
定 部位 に酵 素 作 用 を 示 す こ と,ヌ ク レオ リンはXhoIフ ァ ミ リー配 列 を架 橋 す る よ うに 働 くこ と
がinvitroの 実 験 で明 らか に な り,特 に後 者 はヘ テ ロ ク ロマ チ ンの凝 縮 機 構 に 関 わ る こ と を 示 唆
す る興 味 深 い知 見 で あ る。
以 上 の よ うに,本 研 究 の 特 色 あ る ア プ ロー チ に よ りヘ テ ロ ク ロマ チ ン分 子 構 築 に 関与 す る タ ン
パ ク質 とそ の作 用 機 構 の 一端 が 明 らか に な り,今 後 の研 究 に資 す る と ころ が 大 で あ る と考 え られ
る こ とか ら,審 査 員 一 同 著 者 は博 士(農 学)の 学 位 を授 与 され る に充 分 の 資 格 を有 す る と判 定 し
た 。
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